
ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2014, № 2 47

УДК 577.21, 579.22

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
АМИЛОЛИТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ

Н. Л. Бруслик1, А. Р. Каюмов1, М. И. Богачев2, Д. Р. Яруллина1

1Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань
2Санкт-Петербургский государственный электротехнический университет

«ЛЭТИ» им. В.И. Ульянова (Ленина), Санкт-Петербург
Поступила в редакцию 20.09.2012 г.

Аннотация. Расшифровка геномных детерминант гидролиза крахмала создала базу для пред-
сказания этой способности у клинически и биотехнологически важных бактерий родов Bacillus, 
Staphylococcus, Micrococcus и Lactobacillus, основываясь на анализе in silico. В настоящей работе, 
сопоставив данные компьютерного скрининга генов α-амилаз в геномах данных микроорганизмов с 
результатами экспериментальной оценки у них крахмал-гидролизующей активности, мы показали, 
что регистрируемая амилазная активность является результатом сложного преобразования генети-
ческой программы клетки и, следовательно, присутствие гена амилазы не всегда гарантирует его 
высокую экспрессию.
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Abstract. As the genomic determinants of starch hydrolysis were identified, it became possible to predict 
this property in clinically and biotechnologically significant bacteria of genera Bacillus, Staphylococcus, 
Micrococcus and Lactobacillus on the basis of in silico analysis. Data of computer screening of alpha-
amylase gene in genomes of these microorganisms were compared with the experimentally determined 
amylolytic activity to show that the observed amylase activity is due to a complex transformation of the 
genetic program of the cell and therefore alpha-amylase gene alone does not guarantee its high expression.
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α-Амилазы (E.C. 3.2.1.1) – семейство гидро-
литических ферментов, расщепляющих крахмалы 
до простых сахаров. Они часто обнаруживаются у 
микроорганизмов, поэтому последние стали рас-
пространенным биотехнологическим источником 
амилаз для промышленности, клинической прак-
тики и научных исследований [1]. Ген α-амилазы 
(amy) достаточно полно охарактеризован; он был 
неоднократно клонирован и экспрессирован в 
Escherichia coli и Bacillus subtilis [2-4]. 

Поиск новых продуцентов амилаз представ-
ляет собой селекцию амилолитически активных 
представителей среди вновь выделенных либо 
мутантных штаммов микроорганизмов. Постге-
номная эра развития науки позволяет предсказать 
ферментативную активность новых изолятов без 
трудоемкого скрининга классическими методами 

микробиологии. Тем не менее, присутствие гена 
амилазы не всегда означает его высокую экспрес-
сию ввиду различных механизмов регуляции ак-
тивности генов. 

В настоящей работе была исследована амило-
литическая активность бактерий in silico и полу-
ченные результаты сопоставлены с данными экс-
периментальной оценки крахмал-гидролизующей 
активности штаммов.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 
Объект исследования. Объектом исследова-

ния служили бактерии, представленные в табл. 1. 
Определение принадлежности выделенных из раз-
личных источников бактерий к роду Lactobacillus 
проводили по ГОСТ 10444.11-89 «Продукты пи-
щевые. Методы обнаружения молочнокислых 
микроорганизмов»: по отношению к окраске по 
Граму, подвижности, наличию спорообразования 
и каталазы.
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Биоинформатика. Поиск гомологичных по-
следовательностей в базе данных GenBank [8] 
осуществляли с помощью программы BLAST 
[9] (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Амилолитическая активность. Для выявле-
ния амилолитической активности использова-
ли плотные питательные среды: MRS (Merck) 
- для лактобацилл и Лоурия-Бертони (LA) - для 
остальных бактерий, в которые вносили 1% во-
дорастворимый картофельный крахмал. Иссле-
дуемые микроорганизмы высевали штрихом 
на чашки Петри и инкубировали при 37 оС в 
течение 2 – 5 суток. Гидролиз крахмала обна-
руживали по бесцветным зонам вокруг штри-
ха (колоний) после обработки агаровой пла-
стинки раствором Люголя. Среда, содержащая 
крахмал, окрашивалась в синий цвет (рис. 1).

Таблица 1.
Штаммы микроорганизмов, используемые в работе

№ Штамм Источник (коллекция)
1 Bacillus subtilis 168 Университет г. Тюбингена, Германия [5]

2 Bacillus sp. Коллекция микроорганизмов кафедры микробиологии КФУ (г. 
Казань, РФ)

3 Staphylococcus aureus Коллекция микроорганизмов кафедры микробиологии КФУ (г. 
Казань, РФ)

4 Micrococcus sp. Коллекция микроорганизмов кафедры микробиологии КФУ (г. 
Казань, РФ)

5 Lactobacillus plantarum B578 Всероссийская коллекция микроорганизмов
6 Lactobacillus plantarum 8P-A3 Препарат «Лактобактерин сухой» (ФГУП НПО «Биомед») [6]

7 Lactobacilus acidophilus n.v. Ер 
317/402 БАД «Наринэ» (ОАО «Narex», Армения)

8 Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus 51 Лекарственный препарат «Гастрофарм» (АО «Биовет», Болгария)

9 Lactobacillus rhamnosus GG Питьевой йогурт «Bio Баланс» (ОАО Юнимилк)
10 Lactobacillus casei imunitass Напиток кисломолочный «Actimel» (фирма Danon) 
11 Lactobacillus sp. 1 Питьевой йогурт «Нежный» (ООО Кампина)
12 Lactobacillus sp. 2 Питьевой йогурт «Простоквашино» (ОАО Юнимилк)
13 Lactobacillus sp. 3 Питьевой йогурт (ОАО Вамин Татарстан)
14 Lactobacillus sp. 4 Питьевой йогурт «Тема» (ОАО Юнимилк)
15 Lactobacillus sp. 5 Кисломолочный напиток «Айран» (ООО Фуд Милк)
16 Lactobacillus sp. 6 Кисломолочный напиток «Дар гор» (ООО Фуд Милк)
17 Lactobacillus sp. 7 Кисломолочный напиток «Ацидофилин» (ОАО Вамин Татарстан)
18 Lactobacillus sp. 8 Кисломолочный напиток «Тан» (ООО Продукт «Чистая линия»)
19 Lactobacillus sp. 9 Катык «Васькино счастье» (ОАО ЗМК)
20 Lactobacillus sp. 10 Простокваша Мечниковская (ОАО Вамин Татарстан)
21 Lactobacillus sp. 11 Ряженка 2,5% (ООО Торговый Дом «Наш Продукт»)
22 Lactobacillus sp. 12 Ряженка «Домик в деревне» (ОАО Вимм-Биль-Данн)
23 Lactobacillus sp. 13 Ряженка 4% (ОАО Чистое поле)
24 Escherichia coli DH5α Университет г. Тюбингена, Германия [7]

Рис. 1. Колонии бактерий Lactobacillus planta-
rum 8P-A3 (а), Bacillus sp. (б) и E. coli (в) на плот-
ной питательной среде, содержащей 1% раствори-
мого картофельного крахмала. Чашки обработаны 
раствором Люголя для демонстрации зон гидро-
лиза крахмала у Bacillus sp. (б) и E. coli (в) и от-
сутствия таковых у L. plantarum 8P-A3 (а).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Амилазы микробного происхождения имеют 

большое биотехнологическое и клиническое зна-
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микроорганизмов этих групп представляет собой 
актуальную задачу.

С помощью алгоритма BLAST на генетиче-
ском уровне была рассмотрена потенциальная 
возможность проявления амилазной активности у 
грамположительных бактерий четырех родов: Ba-
cillus, Staphylococcus, Micrococcus и Lactobacillus, 
геномы которых доступны в базе данных GenBank. 
В качестве запроса при скрининге использовали 
аминокислотную последовательность α-амилазы 
Bacillus subtilis (NP_388186.2), поскольку она явля-
ется одной из наиболее полно охарактеризованных 
микробных амилаз. У всех проанализированных 
бактерий идентифицированы гены, кодирующие 
α-амилазы, однако степень их гомологии с фер-
ментом B. subtilis сильно варьирует даже внутри 
рода Bacillus (от 0 до 93% гомологии) (табл. 2). 

чение. Бактерии рода Bacillus (B. subtilis, B. stea-
rothermophilus, B. licheniformis и B. amyloliquefa-
ciens) - высоко активные продуценты α-амилазы, 
поэтому они часто используются в коммерческом 
производстве фермента [1]. Амилолитические 
лактобациллы играют важную роль в пищевой 
промышленности, основанной на ферментации 
маниоки и зерновых [10, 11]. Амилазная актив-
ность микроорганизмов-симбионтов организма 
человека может иметь клиническое значение в та-
ких процессах, как, например, гидролиз крахмала 
кишечной микрофлорой [12] или ингибирование 
образования биопленок у патогенных бактерий 
Staphylococcus aureus под действием α-амилазы 
бацилл [13]. Таким образом, разработка просто-
го и эффективного биоинформационного метода 
экспресс-оценки амилолитической активности у 

Таблица 2.
α-Амилазы исследуемых грамположительных бактерий, гомологичные α-амилазе B. subtilis (NP_388186.2) 

№ Микроорганизм
Регистрационный

номер белка 
в GenBank

Перекрытие 
белков, %

Идентичность, 
%

Гомология, 
%

1 Bacillus amyloliquefaciens 
FZB42 YP_001419958.1 100 87 93

2 Bacillus cereus ADH93707.1 100 87 93
3 Bacillus licheniformis BAL45509.1 25 39 25
4 Bacillus anthracis str. A0442 ZP_02392073.1 29 24 40
5 Bacillus pumilus ATCC 7061 ZP_03054701 0 0 0

6 Staphylococcus epidermidis 
14.1.R1.SE ZP_12939068.1 23 23 41

7 Staphylococcus aureus subsp. 
aureus COL YP_185405.1 49 20 24

8 Staphylococcus aureus subsp. 
aureus IS-250 ZP_14295253.1 48 20 26

9 Staphylococcus aureus subsp. 
aureus JKD6159 YP_005739582.1 42 23 23

10 Micrococcus luteus SK58 ZP_06502108.1 17 29 43

11 Lactobacillus plantarum AAC45780.1 97 50 63

12 Lactobacillus plantarum subsp. 
plantarum ATCC14917 ZP_07076768.1 25 25 40

13 Lactobacillus plantarum subsp. 
plantarum ZJ316 YP_007413067.1 25 25 40

14 Lactobacillus plantarum subsp. 
plantarum JDM1 YP_003061754.1 25 25 40

15 Lactobacillus casei W56 YP_006752222.1 28 25 40

16 Lactobacillus rhamnosus 
LMS2-1 ZP_04441904.1 32 24 39

17 Lactobacillus delbrueckii 
subsp. lactis DSM20072 ZP_16891044.1 59 22 38

18 Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus ND02 YP_004034674.1 59 22 38

Сравнительная характеристика амилолитической активности грамположительных бактерий
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Среди проанализированных видов лактобацилл 
наибольшим сходством с α-амилазой B. subtilis 
обладает фермент L. plantarum, при этом иден-
тичность и гомология составляют 50 и 63%, соот-
ветственно. Амилазы стафило- и микрококков, а 
также остальных взятых для анализа лактобацилл 
демонстрируют 20-40% гомологии с референт-
ным белком. Таким образом, данные биоинфор-
матики указывают на вариабельность последо-
вательности α-амилазы внутри родов, при этом 
гомология α-амилаз внутри всех исследованных 
видов бактерий, кроме L. plantarum, составляет 
90-95% (табл. 2).

Чтобы оценить прогностический потенциал 
биоинформационного подхода мы провели экс-
периментальный анализ амилолитической актив-
ности у бактерий, α-амилазы которых обладали 
разной степенью гомологии с этим ферментом 
B. subtilis. Оба использованных в работе штамма 
L. plantarum, несмотря на наличие близких го-
мологов α-амилазы B. subtilis в геноме, были не 
способны разлагать картофельный крахмал, вхо-
дящий в состав среды культивирования (рис. 1а, 
табл. 3). Остальные 17 исследованных штаммов 
лактобацилл и бактерии S. aureus также не про-
являли ферментативную активность, при этом 
демонстрировали невысокую гомологию с amy 
B. subtilis (20-40%). Напротив, микрококки на 5 
сутки культивирования проявляли амилолитиче-
скую активность, несмотря на достаточно низкую 
гомологию фермента (43%).

Амилолитическая активность бацилл (рис. 1б, 
табл. 3) согласуется с наличием в их геномах гена 
α-амилазы. Однако отметим, что исследованные в 
работе штаммы Bacillus осуществляли лишь ча-
стичный гидролиз крахмала до мальтодекстрина, 
о чем свидетельствуют красно-бурые зоны вокруг 
колоний после проявления их раствором Люголя 
(рис. 1б). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, решающее значение для под-

тверждения способности того или иного микро-
организма разлагать крахмал имеет не наличие 
гена α-амилазы в его геноме, а эксперименталь-
ное обнаружение амилазной активности. Данное 
наблюдение находится в русле современной кон-
цепции [14] о приоритете функциональной актив-
ности белков над их генетической программой 
и обуславливает важность разработки экспресс-
методов оценки экспрессии амилаз в микробных 
клетках.

Работа выполнена при финансовой поддержке Мини-
стерства образования и науки РФ в рамках ФЦП «Научные 
и научно-педагогические кадры инновационной России» (Со-
глашение № 14.B37.21.2080 от 14.11.2012).
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